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El papel de la proteémica en la definiciéon del secretoma embrionario
humano*
MG Katz Jaffe, S McReynolds, DK Gardner, WB Schoolcraft

Actualmente se ha insistido en la necesidad de la seleccion embrionaria, no solo para transferir embriones con
mejores posibilidades de implantacion. Los llamados “omics” —entre los cuales se cuentan los “proteomics”’— nos
permiten lograr una mejor seleccion embrionaria no invasiva, ademds de conocer mas sobre los procesos celulares
del embiron. Esta tecnologia aun esta en desarrollo, y aunque son alentadoras las posibilidades, es importante tomar
en cuenta que son muchas las proteinas implicadas. Ademds de conocer sus productos, es importante establecer sus
correlaciones e interacciones para poder establecer un modelo que nos lleve a un factor de prediccion adecuado.

RESUMEN

La evaluacioén no invasiva de gametos y embriones se considera un aspecto importante en la tecnologia de reproduccion asistida.
Actualmente, la seleccion de embriones para transferencia se basa en indices morfologicos. Aunque exitoso, el campo de la tecnologia
de reproduccion asistida se beneficiaria de un método cuantitativo no invasivo para la determinacion de la viabilidad. Las técnicas
6émicas, incluidas la transcriptomica, protedmica y metaboldmica, han empezado a proporcionar evidencia de que los gametos y
embriones viables poseen perfiles moleculares Unicos con biomarcadores potenciales que pueden utilizarse para la seleccion del
desarrollo, de la viabilidad, o de ambas. A diferencia del genoma humano que es relativamente fijo y estable en todo el cuerpo hu-
mano, el proteoma humano, estimado en mas de un millén de proteinas, es mas complejo, diverso y dinamico. Las proteinas en si
mismas contribuyen a la homeostasia fisiolégica de cualquier célula o tejido. De interés particular en la tecnologia de reproduccion
asistida es el secretoma, las proteinas producidas dentro del embriéon y secretadas en el ambiente circundante. La definicion del
secretoma embrionario humano tiene el potencial de expandir nuestro conocimiento de los procesos celulares embrionarios, incluido
el complejo dialogo entre el embrion en desarrollo y su ambiente materno, y también puede ayudar en la identificacion de los embrio-
nes con mayor potencial de implantacion. Los avances en las técnicas proteémicas han permitido la caracterizacion no invasiva del
secretoma embrionario humano con la investigacion en curso enfocada en la correlacion con el resultado. Desde una perspectiva
clinica, la seleccion de embriones basada en la evaluacién morfolégica y el analisis no invasivo del secretoma embrionario humano
puede aumentar el éxito de la FIV y resultar en la transferencia rutinaria de embriones individuales.
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ABSTRACT

Non-invasive gamete and embryo assessment is considered an important focus in assisted reproductive technologies (ART). Currently,
the selection of embryos for transfer is based on morphological indices. Though successful, the field of ART would benefit from a non-
invasive quantitative method of viability determination. Omics technologies, including transcriptomics, proteomics and metabolomics,
have already begun providing evidence that viable gametes and embryos possess unique molecular profiles with potential biomarkers
that can be utilized for developmental and/or viability selection. Unlike the human genome that is relatively fixed and steady throughout
the human body, the human proteome, estimated at over a million proteins, is more complex, diverse and dynamic. It is the proteins
themselves that contribute to the physiological homeostasis in any cell or tissue. Of particular interest in ART is the secretome, those
proteins that are produced within the embryo and secreted into the surrounding environment. Defining the human embryonic secretome
has the potential to expand our knowledge of embryonic cellular processes, including the complex dialogue between the developing
embryo and its maternal environment, and may also assist in identifying those embryos with the highest implantation potential. Advances
in proteomic technologies have allowed the non-invasive profiling of the human embryonic secretome with ongoing research focused
on correlation with outcome. From a clinical perspective, embryo selection based on morphological assessment and non-invasive
analysis of the human embryonic secretome may improve IVF success and lead to routine single embryo transfers.

Key words: proteomics, embryo, secretome, non-invasive assessment.
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urante la década pasada, ha habido un gran

enfoque en la caracterizacion molecular de

diversos sistemas bioldgicos y estados de

enfermedad. El genoma humano consta de
~25,000 genes y el transcriptoma humano proporciona
a los investigadores datos valiosos sobre la expresion
genética. Sin embargo, el proteoma humano —definido
como el complemento PROteico del genOMA humano—
dicta en realidad la funcion celular y determina en tltima
instancia el fenotipo (Figura 1). Por si mismo el proteo-
ma es dindmico, cambia constantemente mediante sus
propias interacciones, afectado por estimulos internos y
externos. Los avances en las técnicas protedmicas han
empezado a arrojar luz sobre la diversidad y complejidad
del proteoma humano, estimado en mas de un millon
de proteinas. Una variedad de muestras biologicas esta
bajo investigacion, con insistencia en la identificacién
de proteinas implicadas en estados de enfermedad espe-
cificos, a fin de desarrollar nuevas pruebas diagndsticas
y pronosticas.! De particular interés para los investi-
gadores es el secretoma, las proteinas producidas por
células y secretadas en cualquier momento o bajo cier-
tas condiciones fisiologicas.? Diversos tipos de fluidos
bioldgicos, incluido el suero y un medio acondicionado,
se han analizado en busca de proteinas secretadas que
puedan definir un estado particular de enfermedad o
progresion.>* A partir del analisis de proteomas séricos
de una variedad de pacientes con cancer se descubrio
una serie de biomarcadores sustitutos del cancer. Aun-
que muy prometedores, algunos de los biomarcadores
aptos son relativamente abundantes, compartidos entre
diferentes canceres humanos y sobreexpresados en otras
enfermedades humanas, como las autoinmunitarias.’ Es
fundamental la validacion futura de los biomarcadores
oncologicos aptos en grandes cohortes independientes
de pacientes. Con el desarrollo de nuevas técnicas
protedmicas sensibles, los investigadores se estan
concentrando en el descubrimiento de proteinas séricas

*  Traducido de: Katz Jaffe MG, McReynolds S, Gardner
DK, Schoolcraft WB. The role of proteomics in defining
the human embryonic secretome. Reprod Hum Mol
2009;15(5):271-277.
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poco abundantes que son mas sensibles y especificas
del cancer. En esta revision se discute el papel de la
proteémica en el estudio del secretoma embrionario
de mamiferos. La definicién y caracterizacion del
secretoma embrionario de mamifero ampliard nuestro
conocimiento de la embriogénesis temprana, promovera
nuestra comprension del papel embrionario durante la
implantacion y contribuira potencialmente al desarrollo
de una evaluacion no invasiva de viabilidad.

EVALUACION EMBRIONARIA

Actualmente, la seleccion de embriones para transfe-
rencia se basa en criterios morfologicos detallados.’
Aunque relativamente exitoso, el campo de la tecnologia
de reproduccion asistida se beneficiaria de mas métodos
cuantitativos de determinacion de la viabilidad para
aumentar el éxito de la FIV y disminuir la incidencia
de embarazos multiples.® Durante la década pasada,
una disminucién en la cantidad de embriones para
transferencia se ha correlacionado con una reduccion sig-
nificativa de embarazos de orden superior.” Sin embargo,
los embarazos gemelares continuan reflejando un alto
porcentaje de embarazos por FIV con elevados riesgos
para la salud de la madre y los fetos, que incluyen parto
prematuro, bajo peso al nacimiento, mortalidad perinatal
y otras complicaciones relacionadas con el embarazo.®
Por consiguiente, la promesa de mejorar las tasas de
embarazo por FIV con mas métodos cuantitativos de
seleccion embrionaria tiene la capacidad de optimizar la
transferencia exitosa de embriones individuales.

PROTEOMICA Y EL EMBRION MAMIFERO

Las proteinas traducidas a partir de transcripciones de
ARN son directamente responsables de la funcion celular
como se ilustra en la Figura 1. Aunque valiosos, se ha
demostrado que los estudios de expresion genética de
estas transcripciones de ARN a menudo no predicen la
abundancia de las proteinas o su funcion. Por ejemplo,
en un estudio en células madre embrionarias —en el
que se investigaron comparaciones pares de cambios
en el ARNm y los niveles de expresion de proteina— se
observaron bajos niveles de correlacion.® Ademas, al
examinar la relacion entre las proteinas y la abundancia
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Figura 1. Diagrama esquematico que esboza la complejidad
de la funcién celular incluidas las técnicas émicas asociadas:
genomica, transcriptémica, protedmica y metabolémica que
contribuyen al estudio y comprension de los sistemas bioldgicos.

de ARNm en levaduras, se encontrd que el andlisis de
transcripciones de ARNm era insuficiente para predecir
la expresion proteica.!” Varios mecanismos, incluida la
degradacion dirigida de ARNm y de proteina, pueden
ser utilizados por la célula durante la regulacion de la
transcripcion-traduccion, lo que resulta en falta de aso-
ciacion entre la expresion genética, las transcripciones de
ARN y la expresion proteica. En consecuencia, es vital
una investigacion a fondo del proteoma humano para
entender la funcién celular y comprender los procesos
biologicos y los estados de enfermedad.

A pesar de los nuevos avances en las técnicas pro-
tedmicas, el conocimiento del proteoma de embriones
mamiferos de preimplantacion sigue siendo limitado. El
efecto combinado de una plantilla limitada, baja expre-
sion proteica y la falta de sensibilidad de las plataformas
protedmicas han contribuido como los obstaculos prin-
cipales. A pesar de estos obstaculos, ha habido algunas
excelentes publicaciones, de las cuales se describe una
seleccion en el Cuadro 1. Los estudios proteémicos
tempranos utilizaron electroforesis bidimensional (2D)
en gel en combinacion con el analisis computarizado
de imagenes en gel para construir y analizar las bases
de datos de proteinas de embriones de raton en fase de
preimplantacion.!12 La técnica de Western blot también
se ha utilizado para identificar la expresion de proteinas
conocidas," o para detectar modificaciones postrans-
lacionales, como la fosforilacion, relacionadas con el

desarrollo del embrién.!* Recientemente, los avances
en las técnicas protedmicas, con el desarrollo de la
espectrometria de masa, han hecho posible identificar
grupos de proteinas dentro de cantidades limitadas de
fluidos bioldgicos y tejidos complejos. !>

ESPECTROMETRIA DE MASA: UNA
HERRAMIENTA PODEROSA EN LA
PROTEOMICA GLOBAL

La espectrometria de masa se ha convertido rapidamente
en una tecnologia importante en la caracterizacion pro-
teomica. La busqueda de una alteracion consistente y
significativa en el perfil de expresion proteica entre gru-
pos especificos de muestras ha revelado caracteristicas
importantes de un estado de enfermedad o de un proceso
fisiologico. La espectrometria de masa supone una fuente
de iones para la produccion de especies cargadas en la
fase gaseosa, y un analizador, que pueda separar iones
de acuerdo con su proporcion masa-carga (m/z). Algunos
métodos de ionizacion utilizados cominmente incluyen
la ionizacion por electrospray y la ionizacion-desorcion
laser de superficie (SELDI, por sus siglas en inglés),
las cuales estan acopladas a analizadores de “tiempo de
vuelo” (TOF, por sus siglas en inglés), trampa de iones
o cuadrupole. La espectrometria de masa SELDI-TOF,
con chips de captura especifica de afinidad a proteinas,
permite el analisis rapido, costo-efectivo y de alto ren-
dimiento de volumenes pequefios de muestras (rango
de microlitros) y permite que la sensibilidad esté en el
rango de picomoles a femtomoles. Las proteinas ligadas
son activadas con laser liberando de este modo iones
gaseosos mediante desorcion-ionizacion. El tubo TOF
esta bajo un vacio el cual causa que los iones mas pe-
queilos viajen mas rapido hacia el detector permitiendo
de este modo la separacion de estos iones de acuerdo
con la proporciéon m/z representada como un perfil de
proteina.!” La tecnologia se ha aplicado a una serie de
tejidos y fluidos biologicos con un especial enfoque
en oncoprotedmica, incluida la deteccion temprana,
capacidad metastasica y resultado terapéutico de una
variedad de diferentes canceres.'® La identificacion de
proteinas siguiendo el perfil de espectrometria de masa
tipicamente se realiza mediante digestion con proteasas
generando diferentes productos de escision identificables
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Cuadro 1. Publicaciones seleccionadas que destacan el uso de la protedmica en la evaluacion y desarrollo embrionario

Referencia

Se construyé una base de datos de proteinas en
gel 2D para embridn de ratéon. Se caracterizaron
los cambios en los patrones de sintesis proteica
durante el desarrollo normal de preimplantacién
desde la fertilizacion hasta el estadio de blastocisto
Se construyeron bases de datos de proteinas para
embriones de raton compactados de ocho células
y en estadio de blastocisto. Se documentaron los
cambios cuantitativos generales en las concentra-

En blastocistos de conejo se expresaron isoformas
de proteina transportadora de glucosa sensible a
insulina (GLUT4 y GLUT8) y proteina receptora

El aumento en la fosforilacion de SAPK/JNK vy
p38MAPK se correlacioné negativamente con el

La proteina vault mayor (MVP) se acumulé en
embriones que no se desarrollaron normalmente

Los embriones que generaron por debajo de 5%
(bajo) de oxigeno fueron mas parecidos a embrio-
nes de ratén derivados in vivo. Las condiciones con
oxigeno alto (20%) se asociaron con la regulacién
a la baja de 10 proteinas-biomarcadores

Modelo Caracterizacion Hallazgos clave
Raton Electroforesis 2D en gel
Ratén Electroforesis 2D en gel

ciones de proteinas
Conejo Western blot

de insulina
Raton Western blot

desarrollo del embrién de ratén
Porcino EM MALDI-TOF Western blot

in vitro
Ratén EM SELDI-TOF
Humano EM SELDI-TOF

Se identificaron diferentes perfiles proteicos entre
los blastocistos tempranos y expandidos, y entre
blastocistos en desarrollo y embriones en dege-
neracion

Latham y col. (1992)"

Shiy col. (1994)2

Navarrete Santos y col. (2004)"

Wang y col. (2005)"

Sutovsky y col. (2005)%°

Katz-Jaffe y col. (2005)?"

Katz-Jaffe y col. (2006a)??

SAPK/JNK: proteina cinasa activada por estrés-cinasa Jun; p38 MAPK: proteina cinasa mitégeno-activada 38; EM MALDI-TOF:
espectrometria de masa de desorcion-ionizacion laser asistida por matriz-tiempo de vuelo; EM SELDI-TOF: espectrometria de masa
de ionizacion-desorcion laser de superficie-tiempo de vuelo.

con el andlisis de espectrometria de masa en tdindem y
la busqueda en la base de datos de proteinas.'®

Ha comenzado a utilizarse la tecnologia de espectro-
metria de masa como una plataforma protedmica en el
estudio del desarrollo del embrion de preimplantacion
(Cuadro 1). La proteina vault mayor (M VP, por sus siglas
en inglés) se identificd como una proteina expresada en
embriones de preimplantacion porcinos utilizando espec-
trometria de masa de desorcion/ionizacion laser asistida
por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF, por sus siglas
en inglés) y Western blot. Se demostré que la MVP se
acumulaba en embriones porcinos de baja calidad que
no se desarrollaron normalmente in vitro.?* Ademas,
recientemente la espectrometria de masa SELDI-TOF

se ha utilizado para generar perfiles proteicos en todos
los estadios del desarrollo embrionario de mamiferos.?!
Se observaron diferencias en los perfiles proteicos entre
blastocistos tempranos y expandidos, asi como entre
blastocistos en desarrollo y embriones degenerados.
La busqueda preliminar en la base de datos identifico
algunos de los candidatos proteicos que podrian estar
directamente vinculados con la embriogénesis.?
Necesita considerarse la naturaleza dinamica y sen-
sible del proteoma a variables durante la recoleccion,
almacenamiento, manejo y procesamiento de la muestra,
y un protocolo consistente necesita estar acompanado de
datos protedmicos reproducibles.? El prejuicio de los
datos causado por la calibracion de la espectrometria
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de masa y la corriente del instrumento a lo largo del
tiempo y entre laboratorios también puede introducir
artefactos. Esto puede controlarse corriendo muestras
en repeticiones, realizando habitualmente calibraciones
internas y externas e incluyendo muestras adecuadas de
control con cada serie.

EL SECRETOMA EMBRIONARIO

Se propone que los embriones viables poseen un pro-
teoma Unico con algunas de estas proteinas secretadas
en el medio de cultivo circundante contribuyendo po-
tencialmente al secretoma. En consecuencia, un analisis
protedomico no invasivo del secretoma de embriones
mamiferos a lo largo del desarrollo antes de la implan-
tacion puede ayudar a revelar los factores secretados que
reflejan competencia y viabilidad de desarrollo.

Uno de los estudios mas tempranos del secretoma
embrionario humano revel¢ la liberacion de 1-o-alquil-
2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina (paf), un factor soluble
que es producido y secretado por embriones mamiferos
de preimplantacion. paf funciona de manera autocrina
como un factor de supervivencia durante el desarrollo
embrionario. También crea un espectro de alteraciones
de la fisiologia materna que incluyen activacién pla-
quetaria.’* La leptina, un pequefio péptido pleiotropico,
también se ha observado en el medio acondicionado de
blastocistos en un modelo humano in vitro para estudiar
las interacciones entre el embrioén y las células epiteliales
endometriales.?® Se demostrd que los blastocistos huma-
nos competentes secretaron concentraciones de leptina
en el medio circundante mas altas que los embriones
detenidos. Se ha planteado la hipdtesis de que la lepti-
na secretada por el blastocisto inicia un efecto ligando
mediado por receptor con receptores de leptina en el
endometrio materno estableciendo un didlogo molecular
durante la ventana de implantacion.?

Se ha demostrado que la acrogranina, una proteina
que regula el crecimiento celular epitelial, es secretada
en el medio circundante por embriones de raton en pre-
implantacion.”” Una vez que se agregd acrogranina al
medio de cultivo, se promovid la formacion del blasto-
cisto. Se cree que la acrogranina actua directamente en
las células trofoectodérmicas de forma autocrina. Ade-
mas, este estudio reveld que la adicion de anticuerpos

antiacrogranina al medio circundante retrasé el inicio
de la formacion del blastocisto. Se ha sugerido que la
acrogranina es expresada por el ttero ¢ influye en el
desarrollo embrionario de forma similar a la de la acro-
granina agregada exdgena que promueve la formacion
del blastocisto en cultivo.?

Recientemente, Sakkas y col.?® caracterizaron una
molécula soluble secretada por los blastocistos humanos
que modula la regulacion de la expresion de HOXA10 en
una linea celular del epitelio endometrial. Esta forma de
interaccién reciproca embrio-endometrial podria trans-
formar el ambiente uterino local afectando el desarrollo
embrionario y el proceso de implantacion. Ademas, la
deteccion de antigeno G leucocitario humano soluble
(sHLA-G, por sus siglas en inglés) en el medio de FIV
de embriones en el dia 3 ha indicado mayores tasas de
embarazo en embriones positivos a SHLA-G.?*3° Sin
embargo, estos resultados no han sido absolutos con
embarazos establecidos a partir de embriones negativos
a sHLA-G. Asimismo, se han registrado diferencias téc-
nicas que incluyen la incapacidad de medir la produccion
de sHLA-G en algunos sobrenadantes.?! En general, cada
uno de estos estudios individuales del secretoma se ha
enfocado sélo en la variable individual. Al considerar
la naturaleza multifactorial del desarrollo embrionario
mamifero, seria razonable asumir que se requeriria mas
de un factor individual para predecir la competencia de
desarrollo o el potencial de implantacion (o ambos).

ESPECTROMETRIA DE MASAY EL
SECRETOMA EMBRIONARIO

Con la espectrometria de masa SELDI-TOF, se observaron
las firmas distintivas del secretoma cada 24 horas del de-
sarrollo embrionario desde el momento de la fertilizacion
hasta el estadio de blastocisto. Estas firmas del secretoma
podrian identificar de forma tinica los estadios del desa-
rrollo embrionario, independiente de la morfologia. Se
observaron algunas proteinas a lo largo de varios estadios
embrionarios, mientras que otras fueron mas estadio-
especificas.’”? De manera interesante, la comparacion de
especies entre el secretoma de ratéon y el humano revelo
una diversidad limitada; similar a la de la proteina paf, la
cual se ha observado en el secretoma de todas las especies
de mamiferos estudiadas hasta la fecha.*
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La transicion desde transcripciones y proteinas
maternas heredadas hasta la activacion del genoma
embrionario y la expresion de proteinas embrionarias
clave debe ocurrir para el desarrollo embrionario con-
tinuo.>3 En particular, se observaron proteinas tinicas en
el secretoma embrionario después de la activacion del
genoma embrionario.*? Asi, los embriones con un geno-
ma activado correctamente, y por tanto, un proteoma y
secretoma embrionario completamente funcional pueden
tener un mayor potencial de competencia de desarrollo.
La correlacion de las firmas del secretoma con el desa-
rrollo en curso del blastocisto reveld una proteina de 8.5
kDa. La expresion limitada de esta proteina de 8.5 kDa
a partir del secretoma de embriones en degeneracion,
en conjunto con su significativamente alta expresion a
partir del secretoma de blastocistos en desarrollo, indica
potencialmente una asociacion entre esta proteina y la
competencia de desarrollo (p <0.05). La espectrometria
de masa en tandem y la base de datos de identificacion
de secuencias peptidicas indicaron que el mejor candi-
dato para esta proteina de 8.5 kDa era la ubiquitina.’? La
ubiquitina es un componente del sistema proteosomico
dependiente de ubiquitina, que identifica proteinas para
degradacion. El sistema esta implicado en una serie de
procesos fisiologicos que incluyen la proliferacion y la
apoptosis. Se ha demostrado que la ubiquitina secre-
tada es estimulada en los fluidos corporales en ciertos
estados de enfermedad y esta acumulacion proporciona
evidencia de un aumento en el recambio proteico.*** La
ubiquitina también se ha implicado en el desempeiio de
una papel decisivo durante la implantacion en mamiferos
mediante el control de las actividades y el recambio de
moléculas clave en la sefializacion.* La investigacion
en curso esta enfocada en la identificacion de las protei-
nas restantes secretadas, asi como la correlacion con la
competencia de desarrollo y la implantacion.

Otro aspecto de las técnicas de reproduccion asisti-
da que podria beneficiarse del analisis no invasivo es
la deteccion genética preimplantacion (PGS, por sus
siglas en inglés). La PGS implica la biopsia de cuerpos
polares o células embrionarias y se ha convertido en un
procedimiento clinico rutinario en muchas clinicas de
FIV para la deteccion de anormalidades cromosomicas
especificas en embriones humanos. Los procedimientos
de biopsia son invasivos para el embridn en crecimiento

y podrian afectar potencialmente el desarrollo posterior.
Una investigacion inicial sobre si los embriones con
anormalidades cromosomicas podrian distinguirse de
embriones euploides mediante su respectivo secretoma
identificé que blastocistos en incubacién euploides
para 10 cromosomas exhibieron perfiles de secretoma
notablemente diferentes a los de blastocistos en incu-
bacion aneuploides para 10 cromosomas. Ademas, los
embriones aneuploides en degeneracion exhibieron un
perfil de secretoma significativamente diferente al de
blastocistos aneuploides en incubacion.’’

Con avances en las técnicas gendémicas que permiten
un analisis cromosomico exhaustivo de los 23 pares de
cromosomas en una célula individual,*® ha llegado a ser
realista un abordaje “6mico” integrado, que discrimina
las firmas de secretoma entre blastocistos euploides y
aneuploides individuales. Se procesaron microgotas de
medio de cultivo de FIV consumada de blastocistos indi-
viduales de calidad transferible (n = 33) y se analizaron
mediante espectrometria de masa SELDI-TOF determi-
nando una huella digital del secretoma del blastocisto.
Cada blastocisto individual se sometié a hibridacion
gendmica comparativa para un andlisis cromosémico
exhaustivo de los 23 pares de cromosomas; con 19
identificados como euploides y 14 como aneuploides.*®
De los 14 blastocistos aneuploides, 9 tuvieron aneu-
ploidia cromos6mica finica y 5 eran cadticos con mas
de dos cromosomas implicados. Las huellas digitales
del secretoma de blastocistos individuales identificaron
firmas proteicas que permitieron la discriminacion entre
constituciones cromosoémicas euploides y aneuploides.*
Después de un analisis estadistico, se identifico una nue-
va serie de nueve biomarcadores expresados de manera
diferencial (p <0.05). Cada uno de los nueve biomarca-
dores fue reproducible en las 33 muestras de secretoma
clasificando un secretoma-blastocisto euploide de un
secretoma-blastocisto aneuploide.*” La Figura 2 mues-
tra cuadros de tres ejemplos de esta serie, incluido un
biomarcador que mostrd una expresion disminuida en el
secretoma de blastocistos aneuploides (p < 0.05, Figura
2A), y dos biomarcadores que se demostré que tienen
expresion aumentada en el secretoma de blastocistos
aneuploides (p <0.05, Figura 2B y C). La investigacion
en curso esta enfocada en el aumento del tamaifio de la
muestra para confirmar la reproducibilidad, incluido
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Figura 2. Ejemplos de biomarcadores que se expresaron
diferencialmente en las firmas del secretoma de blastocistos
euploides (n = 19) comparados con el secretoma de blastocistos
aneuploides (n = 14) (p < 0.05).

(A) Cuadro que revela disminucion significativa en la expresion
de un biomarcador de 3.1 kDa en el secretoma de blastocistos
aneuploides comparados con el secretoma de blastocistos eu-
ploides (p <0.0001). (B y C) Dos cuadros que muestran aumento
significativo en la expresion de biomarcadores de 2.9y 5.2 kDa
en el secretoma de blastocistos aneuploides comparados con
el secretoma de blastocistos euploides (p < 0.002 y p < 0.0009,
respectivamente). El eje superior del cuadro indica el percentil 75,
y el inferior, el percentil 25. La linea interna representa la mediana.

un analisis prospectivo para validar la discriminacion
de blastocistos euploides y aneuploides. La capacidad
de analizar no invasivamente la combinacion de la
competencia de desarrollo y la constitucion cromoso-
mica podria representar una poderosa herramienta de
seleccion de viabilidad en las técnicas de reproduccion
asistida.

MICROARREGLO PROTEICO

Ademas de la tecnologia de espectrometria de masa,
existen otras plataformas protedomicas en investiga-
cion que parecen prometedoras para la definicion del
secretoma embrionario humano. En particular, los

microarreglos proteicos tienen la ventaja agregada de
ofrecer informacion complementaria a los estudios del
transcriptoma, asi como eliminar la necesidad de iden-
tificacion proteica de seguimiento. Recientemente, un
estudio que utilizé microarreglos proteicos compar6 el
medio acondicionado de blastocistos agrupados con un
medio de control y revel6 el aumento en la expresion del
receptor 1 de factor de necrosis tumoral soluble (TNF) e
interleucina (IL) 10, y la disminucion en la expresion de
proteina estimulante de macréfagos (MSP) alfa, factor de
células madre (SCF), quimiocina (C-X-C motif) ligando
13 (CXCL13), receptor 3 a ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF (TRAILR3) y proteina inflamato-
ria de macrofagos (MIP) 1beta.* El analisis adicional
que investigo6 las diferencias potenciales entre el medio
acondicionado agrupado de blastocistos que se implan-
taron versus el medio agrupado que result6 en falla en
la implantacion reveld disminucion significativa de dos
proteinas, CSCL13 y GM-CSF, en el medio de blasto-
cistos implantados. Se ha identificado que GM-CSF es
una proteina que en medios de cultivo de blastocistos
humanos y de raton promueve el desarrollo embrionario
y la implantacion.*! La disminucion de la expresion de
GM-CSF observada por Dominguez y col.* puede in-
dicar un mecanismo autocrino en el mantenimiento del
desarrollo del blastocisto y la implantacion potencial.
No se observd aumento significativo de ninguna de las
120 proteinas incluidas en este microarreglo proteico en
el medio acondicionado de blastocistos implantados.*°
Las grandes cantidades de muestra requeridas y otras
limitantes de sensibilidad de la plataforma restringieron
el estudio a la investigacion de muestras agrupadas en
contraste con muestras de medios individuales. Otros
asuntos relacionados con la plataforma incluyen el alto
costo de los microarreglos proteicos, el bajo numero de
blancos en comparacion con la espectrometria de masa
u otras técnicas, y la dependencia de la existencia de
anticuerpos e interacciones potenciales no especificas.*?

METABOLITOS EN EL SECRETOMA
EMBRIONARIO HUMANO

Los metabolitos, productos funcionales finales de pro-
cesos bioldgicos, también estan bajo investigacion en el
secretoma mediante métodos basados en espectroscopia
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junto con bioinformatica dirigida.* Se ha demostrado
que estos metabolitos de bajo peso molecular cambian
radicalmente para reflejar un estado metabolico y am-
biental particular. La espectroscopia infrarroja cercana
y la espectroscopia Raman son dos métodos que se han
utilizado para detectar biomarcadores especificos del
estrés oxidativo en un medio de cultivo agotado con
diferencias destacadas en los algoritmos generados para
resultados de FIV positivos versus negativos. Se obser-
v6 que los indices de viabilidad generados a partir del
analisis de medios de cultivo agotados fueron mayores
para embriones humanos que avanzaron para producir
embarazos y nacidos vivos, en comparacion con los que
no se implantaron.** Ademas, un estudio ciego piloto de
datos recolectados retrospectivamente, que utilizaron
la plataforma Raman de espectroscopia, revelé una
precision diagnostica general de 80.5% para predecir el
potencial reproductivo embrionario, el parto o la falla
en la implantacion.®

La protedmica y metaboloémica son dos plataformas
omicas complementarias en la investigacion del secre-
toma embrionario humano que son prometedoras para
el desarrollo de métodos no invasivos de seleccion de
embriones en el campo de las técnicas de reproduccion

asistida. Con la capacidad de analizar proteinas y me-
tabolitos en medios de cultivo agotados, lo que genera
perfiles moleculares complementarios pero distintos,
es factible proponer que la evaluacion de viabilidad
embrionaria puede incluir una combinaciéon de ambas
plataformas.

DISCUSION

Los avances en el campo de la proteémica, particular-
mente las mejoras en la deteccion de los instrumentos
de espectrometria de masa, han hecho posible el analisis
de fluidos bioldgicos complejos limitados, incluidos los
medios de cultivo agotados, y han facilitado el analisis
rapido, sensible y de alto rendimiento del secretoma.
La investigacion en curso del secretoma que utiliza
una variedad de plataformas protedmicas continuara
proporcionando datos valiosos que aumentaran nuestra
comprension de los procesos bioldgicos implicados en el
desarrollo embrionario de mamiferos (Cuadro 2). Este co-
nocimiento puede contribuir con la evaluacion no invasiva
de la viabilidad embrionaria para su uso en las técnicas
de reproduccién asistida. Junto con la morfologia, un
método cuantitativo no invasivo de seleccion embrionaria

Cuadro 2. Publicaciones seleccionadas que destacan el uso de la proteémica en la definicion del secretoma embrionario

Referencia

La proteina acrogranina fue secretada por embriones
La adicion de acrogranina al medio de cultivo estimulé

La adicién de anticuerpos anti-acrogranina al medio de
cultivo retraso la formacion del blastocisto

Los blastocistos competentes secretaron concentracio-
nes mas altas de leptina que los embriones detenidos
La deteccion del antigeno leucocitario humano soluble
G (sHLA-G) en el medio agotado de FIV tuvo una corre-
lacion positiva con el resultado de embarazo

Modelo Caracterizacién Hallazgos clave
Raton Western blot e inmunopre-
cipitacion en el medio circundante.
la formacién del blastocisto.
Humano ELISA
Humano ELISA
Humano-raton EM SELDI-TOF

Humano

Microarreglo proteico

Se identificaron diferentes perfiles de secretoma para
cada estadio del desarrollo embrionario.

La ubiquitina, una proteina de 8.5 kDa, fue estimulada
en el secretoma de blastocistos en el dia 5 de desarrollo
Expresiéon aumentada de receptor 1 de TNF soluble
e IL-10, y expresion disminuida de MSP-alfa, SCF,
CXCL13, TRAILR3 y MIP-1beta en medio de cultivo de
blastocistos. El medio de blastocistos implantados mos-
tr6 una expresién disminuida de CSCL13 y GM-CSF

Diaz-Cueto y col. (2000)*

Gonzalez y col. (2000)%

Noci y col. (2005)* y Sher
y col. (2005)%°

Katz-Jaffe y col. (2006b)%

Dominguez y col. (2008)*°

ELISA: ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas; TNF: factor de necrosis tumoral.
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puede optimizar las transferencias exitosas de embriones
individuales, reducir las pérdidas tempranas del embarazo
y aumentar la cantidad de nacidos vivos. La definicion
del secretoma embrionario también proporcionara a los
investigadores una visién de las secuencias Unicas de
eventos que son fundamentales para la implantacion
exitosa, incluidos los requerimientos mas criticos del
blastocisto. Si se toma en cuenta la complejidad y diver-
sidad del embriéon humano, parece razonable prever una
contribucion “Omica” combinada con la caracterizacion
del secretoma embrionario humano.
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